组织切片显微切割技术及其在肿瘤研究中的应用 by 钱洪流
作者单位 :361005 厦门大学医学院病理学教研室 ( Email :hlqian @


















显微切割 (microdissection)技术 [124 ]是自 90 年代初出现的
新技术 ,能够在显微镜下从组织切片上成功地切割下几百
个、几十个同类细胞 ,甚至某个单一细胞 ,人们可以采用各种
分子生物学技术如聚合酶链反应 (PCR) [5 ] 、单链构象多态性
(SSCP) [6 ,7 ] 、比较基因组杂交 ( CGH) [8 ] 及杂合子 缺 失
(LOH) [9 ]等 ,对切割下来的细胞进行专门的研究 ,进而获得
人们想要的准确信息。因此显微切割技术迎合了科学研究
日益深入的需要 ,为人们提供了十分有用的研究手段。遗憾
的是 ,在对 1997～1999 年中文学术期刊光盘进行相关文献检
索时 ,未发现应用组织切片显微切割技术进行研究的文章 ,









规相同 ,即连续切片 ,平铺于普通未涂胶的载玻片上 ,切片厚
度 4～10μm。但有学者报道[4 ] ,对于冷冻切片 ,可预先在载
玻片上铺上薄薄的一层 1 %的琼脂糖胶 ,每张切片用胶量约
为 200μl ,然后再将切片平铺于琼脂糖胶的表面。冷冻切片
需经甲醛或乙醇固定。
21 切片染色 :可以用组织化学法 ,也可用免疫组织化学
法[3 ,10 ] 。染色前先进行切片常规脱蜡。有文献报道 ,对进行
显微切割的切片进行常规的苏木精 - 伊红 ( HE) 染色 [5 ,9 ,11 ] 。
但也有文献报道 ,将连续切片的第 1 张进行 HE 染色 ,专门
作为形态观察之用 ,在这张切片上选定要切割的细胞 ,紧接
其后用于显微切割的切片只用伊红染色 ,以第 1 张切片为参
照 ,找到相应要切割的细胞 [7 ,8 ,12 ] 。之所以这样做 ,是因为苏
木精染料对在其后进行的 PCR 检测有影响 [13 ] 。为此 ,Burton
等[13 ]对用于显微切割的石蜡切片进行何种染色较合适这一
问题进行了专门的研究。他比较了 6 种染色剂 ,即 1 %甲基
绿、0. 1 %核固红、3. 6 %瑞氏染料、012 %依文蓝、0. 2 %亮绿和
2 %苏木精。用它们分别去染 6μm 厚的切片。比较它们好
坏的标准是 ,经染色后的组织切片是否既有利于形态学观察




的铝结合 ,在染色时又结合到细胞的 DNA 上 ,从而影响了蛋
白酶 K对 DNA 的消化。需要说明的是 ,Burton 等 [13 ]所做的
上述 6 种染色 ,均是在未经脱蜡的切片上进行的。他认为用
未经脱蜡的切片进行显微切割 ,能使得切割下来的组织较为
完整 ,不易散开。虽然切片未经脱蜡 ,但通过延长染色时间
(甲基绿 40 min ,核固红 120 min ,瑞氏染料 20 min) ,仍可得到
较好的染色效果 ,镜下可看见细胞、核染色质和核仁等结构。
石蜡切片经脱蜡、染色后 ,可浸入 3 %甘油水溶液中 1 min ,空
气干燥 5 min 备用[1 ] ,或染色后将切片逐级乙醇脱水 ,最后放
在二甲苯中备用。在显微切割时二甲苯易挥发 ,可不断向组
织上滴加二甲苯 [3 ,12 ] 。未经脱蜡的切片染色后 ,则直接用蒸




11 粘附转移法 : 显微切割技术早期是手持移液管
(pipette) 、注射针头或刀片进行切割操作。在此比较详细地
介绍粘附转移法 (adhesive transfer methods) [4 ,14 ] 。先准备好一
根巴斯德移液管 ,将该移液管的头部在乙醇喷灯上很快地烧
一下 ,趁热轻轻将头部拉长 ,使其变得尖细如针。5μm 厚的
连续切片二甲苯脱蜡 2 次 ,95 %乙醇洗 2 次 ,快速伊红染色 ,
空气干燥。将切片放在显微镜载物台上 ,找到要切割的细胞
(几个或几百个) ,在 10 倍镜下 ,手持上述“细针”在被切割细
胞周围来回刻划、切挖直至其与周围组织分离。然后将“细
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胞放入准备好的试管中 ,继续其后的实验 (如 PCR) 。在石蜡




21 其他方法 :还可用一种中空的吸引探针 (hollow suction
probe) [4 ] 。该探针经特殊加工后 ,头部为环状且环边锐利如
刀。利用这个锋利的边缘在组织上刻划 ,将要切割的区域冲
刻 (punched out) ,使之与周围组织分离 (类似打孔机的工作原
理) ,然后用消毒过的 30 号注射针头 ,利用针头与组织间的
静电吸引力 ,将冲刻下来的细胞取出并放入准备好的试管
中。此外 ,可用刀片将组织挖出[4 ,5 ,13 ] ;或用稍加改动过的
30 或 26 号注射针头进行切割[8 ,12 ] ,该方法一次最少可获取 5
个细胞[8 ] 。但这 2 个方法的操作过程均未见详细描述。
上述均为用手操持不同的工具 ,利用工具尖细锐利的尖
端或锋利的边缘 ,在组织切片上刻划、切挖来进行切割。这




11激光显微切割 (laser capture microdissection ,LCM) 基本
原理[1 ] :将制备好的切片 (石蜡或冷冻切片)放在倒置显微镜
的载物台上 ,再在切片上平整地覆盖一层透明的乙烯乙酸乙










K的试管内 ,通过酶的消化作用 ,一方面使细胞与膜分开 ,同
时也将细胞裂解 ,获得 DNA、RNA、蛋白质等待测物质。




上升至 90 ℃,膜既被熔化 ,但瞬间 (约几十毫秒) 就冷却下
来。这样短暂的温度变化 ,对其下方的细胞几乎无影响 ,使
细胞形态保持完好 ,甚至酶的活性都可保存。除了上述将
EVA 膜覆盖在切片上的方法外 ,还可预先将 EVA 膜贴附在
一个直径 6 mm的具有一定硬度的扁平罩子上 ,需要使用时
将其覆盖在要切割的区域之上 ,有膜的一面紧贴细胞 ,这样
操作起来比较方便 [3 ] 。
无论上述哪一种方式 , EVA 膜与组织之间是平行的关
系 ,两者总是呈最大面积的接触。这样 ,接受激光照射部位
的热量若向周边扩散 ,会使超过预定面积的细胞被粘附而造
成非特异粘附。新近 Suarez2Quian 等 [3 ]在这方面作了较大的
改进。他们将 EVA 膜预先包在一个透明的一端大、一端小
的圆柱体上 ,由于圆柱体的一端逐渐变细 ,就形成一个斜面 ,
利用这个斜面与组织接触 ,就使两者的接触面非常小 ,宽度






圆柱体取下 ,放入准备好的试管内 ,进行 PCR 等实验。
经过如上改进并加上全电脑控制 ,使 LCM 操作更简便 ,






31 激光器的类型 :据文献报道 ,用于 LCM的激光器有二
氧化碳激光器[1 ]和砷化镓半导体激光器 (gallium arsenide laser
diode) [3 ] 。Emmert2Buck 等[1 ]使用的是二氧化碳激光器。它




则所需功率较高 ,反之所需功率较低。如照射 1 个 150μm
直径的区域 ,需要 600 ms 脉宽 ,对应于 25～30 mW 的功率。
Emmert2Buck 等进行显微切割时 ,一般照射范围的直径在 60
～700μm之间 ,直径最小时小于 30μm。若照射范围直径小
于 10 个μm ,则可获取 1 个细胞。
Suarez2Quian 等[3 ]使用的是砷化镓半导体激光器。它的
光束通过倒置显微镜的 60 倍物镜射出 ,其光束照射点的直
径可小至 6μm ,脉宽小于 1 ms ,因此可准确获取 1 个细胞。
Schuetze 等[15 ]用紫外激光微束 (UV2laser microbeam )进行
显微切割。切割后 ,再利用激光弹射 (laser pressure catapalt2
ing ,LPC)作用 ,使被切细胞与载玻片分离而进入试管内 ,全
过程中无需与被切割细胞发生机械性接触。激光微束的直












是单克隆起源 ,各家实验结果不一 ,有的认为是单克隆的 ,有
的认为是多克隆的。其原因是用于研究的细胞并非单纯的
癌细胞 ,其内夹杂有一些肿瘤间质细胞 ,使实验结果受到干
扰。Noguchi 等[5 ] 选择了 7 例以导管内癌为主的乳腺癌
(PIC) ,其中 2 例是粉刺型导管内癌 ,5 例是筛状导管内癌。
用显微切割技术 ,特异地将这 7 例癌中位于导管内的癌细胞
取出 ,采用 PCR 进行扩增 ,然后再检测 X染色体上磷酸甘油
酸激酶甲基化情况 ,以判断待测细胞的单克隆性。结果表明






瘤形成以后 ,开始瘤细胞只在表皮内生长 ,不向下浸润 ,此期
称为横向生长期 (RGP) ,经过一段时间以后 ,细胞开始向下
浸润生长 ,此期称为垂直生长期 (VGP) 。关于 VGP 细胞与
RGP细胞是否是同一克隆起源的问题 ,由于以前没有很好的
技术来获取纯净的 VGP 细胞和 RGP 细胞 ,因此不能作出直
接的回答。Wiltshire 等[8 ]用显微切割技术对 3 例恶性黑色素
瘤进行了检测。从同一张组织切片上切割下 RGP 和 VGP 细
胞 ,提取 DNA 后进行比较基因组杂交 ,检测 DNA 拷贝数的变
化 ,从而判断它们是否是同一克隆的细胞。研究结果表明 ,
两者均有第 17、16、22 和 1pter2p33 染色体的丢失 ,故判断它
们是同一克隆的细胞 ,即 VGP 细胞是来自 RGP 细胞。但两
者基因组也有些不一致的地方 ,如 1 例VGP细胞增加了一段
6 p ,2 例 VGP 细胞多出 1 条完整的或部分的第 7 号染色体。
已有文献报道 ,在发生转移的恶性黑色素瘤中检测到第 6、7
号染色体的变化。因此推测 ,在 RGP 细胞向 VGP 细胞演进







细胞和浸润癌细胞取出 ,分别研究它们 11q13 杂合子缺失的
情况。36 例乳腺癌中 ,有 15 例在同一组织切片上既有原位
癌又有浸润癌。检测结果表明原位癌细胞和浸润癌细胞均
有 11q13 杂合子缺失 ,不仅如此 ,它们所缺失的是同一个等
位基因。在 11q13 部位存在着抑癌基因 ,在乳腺癌发生发展




与癌细胞相同的杂合子缺失 :10 例癌细胞中有 3p 24 缺失的
病例 6 例、5 例癌细胞中有 11p15. 5 缺失的病例 1 例、16 例癌
细胞有 17p13. 1 缺失的病例 1 例 ,在其相应的癌旁上皮内存









纯净的细胞用于酶的定量检测。Liotta 等 [4 ] 用显微切割技
术 ,分别在结肠癌和乳腺癌组织上获得了同等数量的癌细胞
和正常细胞 ,并对细胞内半胱氨酸蛋白酶活性进行了检测。
10 例结肠癌癌组织与正常组织相比 ,活性增加了 19 %～
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国病理学科在 21 世纪的走向 ,发展模式以及制约因素等问
题进行一次专题研讨会 ,首先在病理学界形成共识 ,再向有
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